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6. Résumé en Français. 
 
6.1 Introduction 
 
6.1.1 Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) 
 
Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est un syndrome d'immunodéficience primaire 
liée au chromosome X, causé par une mutation dans le gène de la Wiskott-Aldrich 
Syndrome Protein (WASp). Ce syndrome associe une thrombopénie avec des plaquettes 
de petites tailles, une immunodéficience sévère liée à un déficit lymphocytaire favorisant 
les infections par des germes opportunistes, des virus et des bactéries, et une propension à 
développer des maladies auto-immunes ou des néoplasies. Plus de 150 différentes 
mutations ont déjà été identifiées dans les familles de patients souffrant de WAS. Les 
mutations qui s’accompagnent d’une perte totale de l’expression de WASp sont associées 
à un phénotype clinique plus sévère(Ochs, et al 2008). WASp est exprimée dans toutes 
les cellules hématopoïétiques et est impliquée dans la transduction du signal dans 
plusieurs voies métaboliques. Cependant, l’absence d’expression de WASp se manifeste 
d’abord par un déficit de fonction des lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T 
déficients pour la protéine WASp sont incapables de polymériser et d’organiser l’actine 
en réponse à une stimulation du TCR par l’activation du récepteur CD3; cela interfère dès 
lors à la formation du signalosome du récepteur des lymphocytes T (TCR) résultant en 
une activation incomplète des lymphocytes T causant une diminution de leur 
prolifération, leur migration et de leur survie. De plus, un déficit en WASp interfère 
également avec la formation de la synapse immunologique (Ochs and Thrasher 2006). 
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 En plus d’être sévèrement immunodéprimés, les patients atteints de WAS ont une 
très haute prévalence de maladie auto-immune. Dans une étude, plus de 70% des patients 
ont développé au moins une maladie auto-immune, comprenant des cytopénies auto-
immunes, des arthrites, des vascularites, des pathologies inflammatoires intestinales ou 
des atteintes rénales (Dupuis-Girod, et al 2003, Sullivan, et al 1994).  
    
 
6.1.2 Allogreffe de cellules souches hématopoïétiques  
 
L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (allo-HCT) est le traitement de choix 
de nombreuses néoplasies hématologiques. Son efficacité dépend largement de la 
destruction des cellules tumorales du patient par les lymphocytes T du donneur présents 
dans le greffon (effet de la greffe contre la tumeur). Malheureusement, ces mêmes 
lymphocytes du donneur sont également responsables de la maladie du greffon contre 
l’hôte (GVHD), une complication redoutable des allogreffes consistant en la destruction 
des organes sains du receveur par les lymphocytes du donneur(Sullivan 2004). Au cours 
de la première année après allogreffe, une tolérance du greffon envers l’hôte s’établit 
progressivement chez approximativement la moitié des patients permettant d’arrêter 
l’immunosuppression postgreffe. L’autre moitié des patients développent une GVHD 
chronique qui, bien qu’associée à un effet anti-tumoral important, est la principale cause 
de morbidité et mortalité à long terme après allogreffe. La GVHD chronique associe des 
manifestations cliniques communes à certaines maladies autoimmunes (atteinte 
sclérodermique de la peau ou de l’oesophage, syndrome sec, arthrites, bronchiolite 
oblitérante) et une profonde immunosuppression. Comme observé dans le WAS, la 
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GVHD chronique associe donc de façon paradoxale des manifestations auto-immunes et 
une immunodéficience.   
 Les greffes conventionnelles sont associées à une incidence élevée de morbidité et 
de mortalité liée au traitement lui-même, limitant leurs indications à des patients jeunes et 
en bon état général. Malheureusement, l’âge médian des patients lors du diagnostic d’une 
néoplasie hématologique susceptible de bénéficier d’une allo-HCT varie de 60 à 70 ans. 
Cette observation a conduit plusieurs groupes à développer de nouveaux protocoles 
d'allogreffe après un régime de conditionnement non-myéloablateur (c'est-à-dire ne 
détruisant pas la moelle du receveur, encore appelées « minigreffes ») (Baron and Storb 
2006). Ces dernières sont basées sur une approche en deux étapes : 1) administration d’un 
traitement très immunosuppresseur permettant le contrôle de la réaction de l’hôte contre 
la greffe (permettant ainsi la prise de la greffe) et de la GVHD, et 2) la destruction des 
cellules malignes presque exclusivement par l’effet de la greffe contre la tumeur. 
L’équipe de Seattle a mis au point un régime de conditionnement combinant une faible 
dose d’irradiation corporelle totale (TBI, 2 Gy), de la fludarabine et une 
immunosuppression post-greffe associant un inhibiteur des calcineurines au 
mycophenolate mofetil (MMF) permettant de réaliser l’allogreffe entièrement en 
ambulatoire chez la majorité des patients (Maris, et al 2003b, McSweeney, et al 2001). 
De plus, les minigreffes induisent des rémissions complètes chez 40-50% des patients.   
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6.1.3 Lymphocytes T régulateurs (Treg) 
Les lymphocytes T et B sont capables de reconnaître un très large répertoire d’antigènes, 
y compris des auto-antigènes. Néanmoins, différents mécanismes de tolérance existent 
pour empêcher l’apparition de maladies auto-immunes. La présence de lymphocytes T 
suppresseurs a été suggérée dès le début des années 70 où des expériences dans un 
modèle murin ont démontré que la réalisation de thymectomies en période néonatale 
favorisait la destruction des tissus par un phénomène auto-immun qui pouvait être 
prévenu par l’infusion de lymphocytes T matures (Nishizuka and Sakakura 1969, 
Penhale, et al 1973, Penhale, et al 1976, Sakaguchi, et al 1982).  
 Depuis la fin des années 1970, il est démontré que la tolérance de la greffe envers le 
donneur dans le cadre d’une allo-HCT est due à des cellules immunosuppressives du 
donneur, appelées à cette époque lymphocytes suppresseurs. Cependant, l’impossibilité 
d’identifier ces cellules dans les années 1980s et 1990s a conduit la communauté 
scientifique à s’en désintéresser progressivement. Plus tard, l’identification du phénotype 
de ces cellules suppressives (CD4+CD25+ qui ont été renommées lymphocytes T-
régulateurs ou Treg) a ouvert la voie à de nouvelles études visant à mieux définir leur rôle 
dans l’allo-HCT (Sakaguchi, et al 1995). Des études dans des modèles animaux de 
GVHD ont démontré que la co-transplantation de fortes doses de Treg avec des 
lymphocytes T conventionnels permettait de prévenir la GVHD sans apparemment 
affecter l’effet de la greffe contre la tumeur. En effet, dans ces modèles animaux, la 
GVHD dépend de la prolifération des lymphocytes T conventionnels alloréactifs (qui 
sont inhibés par les Treg) alors que l’effet de la greffe contre la tumeur dépend de 
l’activité (mais non de l’expansion) des lymphocytes T alloréactifs. Plus récemment, de 
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nombreuses études ont démontré que les Treg étaient caractérisés par l’expression de 
FoxP3 (Fontenot, et al 2003, Hori, et al 2003, Khattri, et al 2003). La meilleure preuve 
du rôle primordial de FoxP3 est l’observation que les patients déficients en FoxP3 à cause 
d’une mutation dans ce gène n’ont aucun Treg et souffrent du syndrome IPEX (pour 
immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome). Ce 
syndrome se caractérise par une dérégulation du système immunitaire conduisant à des 
manifestations auto-immunes rapidement fatales. 
6.2 Objectifs 
6.2.1 Objectifs de la première partie 
Dans cette première partie, nous avons étudié l’immunité des patients atteints de WAS. 
Ce travail a été réalisé au Children’s Hospital à Seattle, sous la supervision du professeur 
D.J. Rawlings. 
 Notre hypothèse de travail était qu’un déficit des Treg pourrait expliquer le 
paradoxe du syndrome WAS qui combine une immunodéficience et des manifestations 
auto-immunes.  
Afin d’explorer cette hypothèse, nous avons : 
  1) recherché des signes d’auto-immunités dans les souris déficientes en WASp; 
  2) étudié le rôle du WASp dans le développement thymique des Treg; 
3) étudié le rôle du WASp dans la fonction suppressive des Treg; 
4) étudié le rôle du WASp dans l’homéostasie des Treg; 
5) analysé la récupération des Treg chez un patient atteint de WASp qui a développé 
une mutation inverse spontanée.  
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6.2.2 Objectifs de la deuxième partie 
 
Dans cette partie nous avons étudié les cinétiques de récupération des Treg après 
minigreffe et plus précisément dans la GVHD (une situation clinique où coexistent 
également une immunodéficience et des manifestations auto-immunes). L’hypothèse de 
départ était qu’un déficit des Treg pourrait être associé à la GVHD. 
  
Afin d’explorer cette hypothèse, nous avons : 
1) étudié la cinétique de la récupération des Treg après minigreffe; 
2) étudié l’homéostasie des Treg après minigreffe; 
3) étudié les facteurs pré-greffe affectant le nombre et la fréquence des Treg après 
minigreffe; 
4) étudié la corrélation entre le nombre, la fréquence et le chimérisme des Treg et les 
évènements cliniques après la greffe (dont la GVHD). 
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6.3 Résultats 
6.3.1 La protéine WASp est nécessaire à l’homéostasie 
des Treg. 
6.3.1.1. Expansion de Treg WASp+ chez un patient WAS ayant 
une mutation inverse. 
Parmi les patients suivis pour WAS à Seattle, un jeune patient a été identifié avec une 
mutation inverse permettant une réexpression de la protéine dans les progéniteurs 
lymphoïdes. 
Alors que la protéine WASp était exprimée dans environ 2% des cellules T naïves et des 
cellules NK, elle était exprimée dans 25 à 35% des Treg, démontrant un avantage sélectif 
majeur. Cette observation suggère un rôle important de la protéine WASp dans 
l’homéostasie des Treg. 
 
6.3.1.2. Les souris déficientes en WASp développent des signes 
d’auto-immunité. 
Alors que de nombreux patients déficients en WASp développent des maladies auto-
immunes, peu de manifestations auto-immunes ont été décrites dans les modèles WAS 
murins à l’exception de colites spontanées ou radio-induites. Nous avons recherché la 
présence d’anticorps anti-nucléaires dans des cohortes de souris WAS de backgrounds et 
d’âges différents. Que ce soit par des techniques d’immunofluorescence ou bien par 
ELISA, le titre d’anticorps décelé était significativement supérieur chez les souris 
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déficientes en WASp en comparaison avec les souris contrôles, et cela dès l’âge de 
3 mois. Ces observations démontrent que le déficit d’expression de la protéine WASp est 
responsable d’une rupture de la tolérance. 
 
6.3.1.3. Expansion des Treg provenant de souris saines lors de 
greffes de moelles chimériques. 
Lorsque les souris WASp déficientes sont soumises à une irradiation corporelle totale, 
elles développent une colite sévère. Cependant, cette colite peut être prévenue par la 
réalisation d’une greffe de cellules souches hématopoïétiques provenant de souris 
normales. Nous avons transplanté des souris WASp déficientes préalablement irradiées 
avec un mélange de moelle osseuse provenant de souris normales (1/3 de cellules 
greffées) et de souris déficientes en WASp  (2/3 des cellules greffées). Nous avons 
observé une accumulation progressive de lymphocytes T et B exprimant le WASp dans 
les souris greffées. Un an après la greffe, la majorité des lymphocytes T et des 
lymphocytes B et pratiquement 100% des Treg périphériques exprimaient le WASp, alors 
que seulement 1/3 des cellules myéloides étaient positives pour le WASp. De plus, 
aucune de ces souris n’a développé de colite, probablement en raison de l’expansion 
périphérique des Treg sains. 
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6.3.1.4. Les Treg déficients en WASp sont incapables de 
contrôler les réactions auto-immunes chez la souris déficiente 
en FoxP3 (souris Scurfy). 
Un déficit d’expression en FoxP3 chez la souris provoque une lymphoprolifération 
importante avec infiltration majeure de différents organes conduisant à la mort des souris 
dans les 3 premières semaines suivant leur naissance. Néanmoins il est possible de 
prévenir cette lymphoprolifération par la greffe de Treg provenant de souris saines. Afin 
de déterminer si il existe une anomalie intrinsèque des Treg déficients en WASp, nous 
avons transfusé des Treg provenant de souris saines ou de souris déficientes en WASp 
chez des souris Scurfy âgées de quelques jours. Comme attendu, 3 à 4 semaines après 
greffe, les souris qui avaient reçu des Treg provenant de souris saines ne montraient pas 
de signes de lymphoprolifération dans les différents organes examinés. Par contre, il 
existait une infiltration lymphocytaire importante (avec des cellules CD44highCD45RBlow)  
chez les souris Scurfy qui avaient reçu une infusion de Treg déficients en WASp, 
comparable à ce qui pouvait être observé chez la souris Scurfy n’ayant pas reçu de Treg. 
Ces résultats démontrent un déficit intrinsèque des Treg déficients en WASp qui 
semblent incapables d’induire une tolérance dans un environnement pro-inflammatoire 
(milieu suffisant en IL-2). 
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6.3.1.5. Les souris déficientes en WASp produisent un nombre 
normal de Treg dans le thymus. 
Afin de déterminer s’il existait un défaut de formation des Treg au niveau thymique chez 
les souris déficientes en WASp, nous avons comparé le nombre de Treg dans le thymus 
de souris saines ou déficientes en WASp.  Le nombre de Treg détecté était similaire dans 
les deux groupes de souris, suggérant qu’il n’existait pas de déficit de production 
thymique des Treg chez la souris WASp déficiente. De plus, nous avons vérifié cette 
hypothèse dans le modèle des souris femelles hétérozygotes pour le WASp. En raison 
l’inactivation aléatoire du chromosome X, normalement 50% des cellules de ces souris 
expriment le WASp (en dehors de la présence d’un avantage sélectif pour les cellules 
WASp positives). Confirmant notre hypothèse, approximativement 50-60% des 
lymphocytes thymiques exprimaient le WASp. 
 
6.3.1.6. Les Treg déficients en WASp sont capables d’inhiber un 
test de prolifération in vitro. 
Lors de tests de suppression de la prolifération de lymphocytes T conventionnels in vitro 
par les Treg, les Treg déficients en WASp étaient capables d’activités suppressives 
significatives. La suppression produite par les Treg déficients en WASp était légèrement 
moindre que celle produite par des Treg normaux lorsque les lymphocytes T effecteurs 
étaient normaux (positifs pour le WASp), mais elle était similaire lorsque les 
lymphocytes T effecteurs étaient déficients en WASp. Dès lors, les réactions auto-
immunes observées chez la souris déficiente en WASp ne paraissaient pas s’expliquer par 
un déficit de la fonction suppressive des Treg déficients en WASp. 
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6.3.1.7. Les Treg déficients en WASp ne sont pas capables de 
rivaliser avec les Treg sains lors d’une compétition in vivo. 
En utilisant le modèle de souris femelles hétérozygotes pour le WASp, nous avons étudié 
la proportion de Treg périphériques exprimant le WASp. Alors que la proportion de 
lymphocytes naïfs exprimant le WASp était d’approximativement 60%, 90% des Treg 
périphériques exprimaient la protéine WASp, et ce dans tous les organes lymphoides 
secondaires examinés (rate, ganglions périphériques, ganglions mésentériques, plaques de 
Peyer, liquide péritonéal et lavage broncho-alvéolaire). 
De plus, nous avons comparé le taux de Treg chez les souris normales et 
déficientes en WASp. Alors que le pourcentage de Treg était similaire dans le thymus des 
souris saines et des souris déficientes en WASp, le nombre de Treg périphérique était 
significativement moindre dans les souris déficientes en WASp que chez les souris 
saines, et ce dans tous les organes examinés. 
 
 
6.3.1.8. En comparaison avec les Treg sains les Treg déficients 
en WASp  ne sont pas capables de proliférer dans les souris 
Scurfy. 
Dans un autre modèle de compétition in vivo, un mélange de 50% de Treg sains et de 
50% de Treg déficients en WASp a été transféré dans des souris Scurfy. Des échantillons 
de sang ont été analysés à différents moments après la greffe, démontrant une diminution 
progressive du pourcentage de Treg déficients en WASp à l’avantage des Treg de souris 
normales. 
 104 
6.3.1.9. Les Treg déficients en WASp montrent un défaut de 
surexpression des molécules de « homing » à leur surface. 
Une fois activés dans les ganglions périphériques, les Treg sont capables de migrer vers  
d’autres sites tissulaires et notamment dans des sites inflammatoires. Pour ce faire, ils 
doivent surexprimer à leur surface cellulaire des molécules de « homing » tels que des 
récepteurs de chemokines, et des intégrines. Nous avons étudié l’expression par les Treg 
de certaines de ces molécules de « homing » dans le modèle de souris WASp 
hétérozygote. Alors que le CCR7 (tropisme des ganglions lymphoides) était exprimé à la 
surface de tous les Treg, les molécules à tropisme plutôt tissulaire et/ou inflammatoire 
étaient plus largement exprimées à la surface des Treg exprimant le WASp que par ceux 
n’exprimant pas le WASp. Ces données étaient statistiquement significatives pour les 
molécules CD103, pour les sélectines ligand de P et E, et pour les récepteurs CCR4, 
CCR5 et CCR6 et ce dans les différents organes analysés (rate, ganglions périphériques, 
ganglions mésentériques, et cavité péritonéale). 
 
 
 
 
 
 105 
6.3.2. Etude de la cinétique de récupération des Treg 
après minigreffe de cellules souches 
hématopoïétiques. 
Nous avons étudié la cinétique de la reconstitution des Treg chez 123 patients traités par 
greffe de cellules souches hématopoïétiques après un conditionnement non myéloablateur 
(minigreffe). Le régime de conditionnement consistait en une irradiation corporelle totale 
(TBI) de 2 Gy seul (n=22, patients à faible risque de rejet ayant un donneur familial), une 
TBI de 2 Gy combinée à de la fludarabine (n=87, régime standard), ou une TBI de 4 Gy 
combinée à de la fludarabine (n=14, patients à haut risque de rejet du greffon ou de 
rechute).   
6.3.2.1. Chimérisme des Treg après la greffe. 
Nous avons analysé la proportion de Treg provenant du donneur ou du receveur 
(chimérisme) après la minigreffe. Au jour 100, la proportion de Treg provenant du 
donneur allait de 2.3 à 99.3% (médiane 87%).  De plus, il existait une forte corrélation 
entre le chimérisme des Treg et celui des cellules T CD3+ (R=0.81, P<0.0001). 
 
6.3.2.2. Nombre de Treg après la greffe. 
Le nombre absolu de Treg était significativement moindre la première année après la 
greffe que chez les donneurs sains. On notait néanmoins une élévation significative du 
nombre de Treg du J40 au J365 après la greffe (P<0.001).  
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La fréquence des Treg (définie comme le pourcentage de Treg divisé par le 
pourcentage de cellules T CD4+ conventionnelles) était significativement plus élevée 
chez les patients la première année après la greffe que chez les donneurs sains, 
démontrant que le nombre plus faible de Treg après la greffe est une conséquence d’une 
lymphopénie CD4 globale plutôt qu’un déficit spécifique en Treg. La fréquence des Treg 
restait stable durant la première année après greffe. 
  
6.3.2.3. Homéostasie des Treg. 
Rôle du thymus 
Nous avons d’abord étudié s’il existait une reprise de la fonction thymique après 
minigreffe, vu que l’âge médian des patients inclus dans notre étude était de 57 ans. 
Comme observé préalablement dans une cohorte de 16 patients, nous avons observé un 
augmentation significative du nombre des sjTREC (marqueurs de l’activité thymique) du 
jour 100 au jour 365 après minigreffe (P=0.01). De plus, le nombre de Treg était corrélé 
au nombre de sjTREC au J100 (R=0.35, P=0.02), mais pas au jour 365 après minigreffe. 
 
Expansion périphérique des Treg 
Les Treg se distinguaient des cellules T CD4+ conventionnelles par leur capacité de 
prolifération plus élevée (évaluée par l’expression du marqueur mitotique Ki-67), et par 
une faible proportion de cellules naïves (<5%). De plus, la majorité des Treg mémoires 
exprimaient au moins une des molécules de « homing » (CCR4, CCR5, CCR6) leur 
permettant de migrer vers les sites d’inflammation, notamment ceux affectés par la 
GVHD. 
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Ces données suggèrent que le nombre de Treg après minigreffe dépend principalement de 
l’expansion périphérique des Treg, bien qu’il soit possible que le thymus joue également 
un certain rôle. 
 
6.3.2.4. Association entre le nombre de Treg et les évènements 
postgreffe. 
GVHD aiguë 
Le nombre de Treg au jour 40 était significativement plus faible chez les patients atteints 
de GVHD aiguë de grade II-IV que chez ceux n’ayant pas de GVHD aiguë significative 
(P=0.03). Par contre au jour 100 après la greffe, le nombre de Treg était similaire dans les 
deux groupes. 
 
GVHD chronique 
L’incidence cumulative de GVHD chronique à 1 an était de 69% chez les patients ayant 
un taux de Treg inférieur à la médiane au jour 100, alors que les patients ayant un taux de 
Treg supérieur à la médiane avaient une incidence de GVHD chronique de 56% (P=0.04). 
L’association entre Treg bas et GVHD chronique n’était plus statistiquement significative 
lorsque le nombre de Treg au jour 100 était modelé comme une variable continue. 
 
Rechute et Survie sans rechute. 
Nous avons analysé les facteurs prédisant un risque de rechute élevé et une mauvaise 
survie sans progression dans des modèles de Cox multivariés. Les patients ayant une 
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maladie de haut risque, et ceux ayant reçu une minigreffe avec 4 Gy de TBI avaient un 
risque de rechute plus élevé et une moins bonne survie sans progression que les autres. 
Par contre, le nombre de Treg n’avait pas d’influence significative sur le risque de 
rechute, ni sur la probabilité de survie sans rechute/progression.  
 
6.4. Discussion. 
6.4.1 Treg et WASp 
Dans la première partie de ce travail, nous avons démontré que la protéine WASp jouait 
en rôle primordial dans l’homéostasie des Treg.  
Dans un premier temps l’étude du développement thymique des Treg en l’absence de 
WASp n’a pas permis de mettre en évidence un rôle de la protéine durant ce processus. 
En effet, les souris déficientes en WASp avaient un nombre de Treg dans le thymus 
similaire aux souris saines, et d’autre part les souris hétérozygotes pour le WASp 
exprimaient dans le thymus un pourcentage de Treg WASp positif assez proche de 
l’inactivation randomisée du chromosome X. Un autre groupe (Snapper et al.) a étudié 
l’impact de WASp au niveau thymique et a mis en évidence un rôle redondant de la 
protéine WASp et la protéine N-WASp (qui est exprimée dans tous les types de cellules) 
pour le développement des lymphocytes T dans le thymus (Cotta-de-Almeida, et al 
2007). 
 
 Par contre, nous avons démontré une altération importante de l’homéostasie 
périphérique des Treg déficients en WASp. Tout d’abord le nombre de Treg au niveau 
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périphérique était diminué chez les souris déficientes en WASp en comparaison aux 
souris normales. Ensuite lorsque ces Treg déficients en WASp ont été transférés dans des 
souris Scurfy (qui sont déficientes en FoxP3 et donc qui n’ont pas de Treg), les cellules 
déficientes en WASp ont été incapables de limiter l’apparition d’inflammation et de 
réactions autoimmunes dans ces souris Scrufy au contraire des Treg sains qui étaient tout 
à fait capables d’inhiber cette inflammation. Aussi lors d’expériences de repopulation 
compétitive in vivo, où un mélange de Treg sains et déficients en WASp étaient 
transplantés, nous avons observé un avantage sélectif des Treg normaux au dépend des 
Treg déficients en WASp. Cet effet a été observé dans trois modèles in vivo différents ; 
dans un modèle de transplantation médullaire où un mélange de moelle osseuse de souris 
normale et souris déficientes en WASp a été greffé dans des souris déficientes en WASp, 
dans le modèle non manipulé de souris femelles hétérozygotes pour le gène WASp, et 
finalement dans le modèle de transfert de Treg sains mélangés avec des Treg de souris 
déficientes en WASp à des souris Scurfy. Deux autres groupes d'investigateurs 
(Marangoni et al. et Maillard et al.) ont utilisé des modèles de transfert de Treg déficients 
en WASp (Maillard, et al 2007, Marangoni, et al 2007). Alors que les Treg déficients en 
WASp étaient difficilement identifiés après transfert, il y avait une forte expansion des 
Treg provenant de souris normales, démontrant un défaut d’expansion périphérique des 
Treg déficients en WASp (en accord avec nos données). 
 Nos expériences in vitro ont également démontré que les Treg déficients en WASp 
étaient capables d'inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs avec une 
efficacité presque similaire aux Treg provenant de souris normales. Deux autres groupes 
ont rapporté des données quasi similaires aux nôtres (Maillard, et al 2007, Marangoni, et 
al 2007). Par contre, des données préliminaires suggèrent que les Treg provenant de 
patients atteints de WAS auraient un effet suppresseur nettement diminué in vitro 
(Adriani, et al 2007, Marangoni, et al 2007). 
 Dans le modèle de souris hétérozygotes pour WASp, nous avons clairement 
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démontré que les Treg déficient en WASp exprimaient à leur surface un nombre de 
molécules de « homing » significativement inférieur en comparaison aux Treg WASp 
positifs. Finalement, nous avons eu la chance d’analyser les Treg d’un patient WAS ayant 
présenté une mutation inverse. En particulier ses Treg exprimaient la protéine WASp à un 
niveau élevé en comparaison aux lymphocytes T naïfs, suggérant dès lors un avantage 
sélectif de l’expression de la protéine WASp dans l’homéostasie des Treg. 
 En conclusion, nos données combinées à celles des autres groupes d'investigateurs 
démontrent que la protéine WASp joue un rôle important dans l'homéostasie des Treg, 
suggérant que ce déficit pourrait expliquer la survenue des maladies auto-immunes chez 
les patients atteints de WAS. 
 
6.4.2 Treg après minigreffe. 
En étudiant la reconstitution immunitaire des Treg après minigreffe, nous avons démontré 
que la majorité des Treg provenait du donneur après minigreffe. De plus, bien que le 
nombre de Treg augmentait du jour 40 au jour 365 après greffe, le nombre de Treg après 
minigreffe restait inférieur à la normale la première année après greffe.  
Ensuite, on s’est posé la question de l’origine des Treg après minigreffe. En 
regardant en détail le phénotype des Treg après la greffe, nous avons observé que très peu 
d’entre eux exprimaient un phenotype naïf (CD45RA positif) un an après la greffe. De 
plus les Treg avaient un taux de prolifération supérieur aux autres cellules T effectrices. 
Toutes ces données incitent à penser que la majorité des Treg après minigreffe 
proviennent de l’expansion périphérique. Ces données sont en accord avec un article 
récent de Atanackovic et al. (Atanackovic, et al 2008). Néanmoins un rôle modeste du 
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thymus n’est pas exclu vu que nous avons observé une (faible) corrélation entre le 
nombre de Treg et le nombre de sjTREC au jour 100 après minigreffe. 
Nous avons observé une diminution du nombre de Treg au jour 40 chez les 
patients présentant une GVHD aiguë en comparaison des patients ne présentant pas de 
GVHD. Ces données sont en accord avec les observations de Miura et al (Miura, et al 
2004). De plus, un faible nombre Treg au jour 100 (taux absolu de Treg en dessous de la 
médiane) prédisait la survenue d’une GVHD chronique, mais pas le risque de rechute. 
Ces données suggèrent que les Treg pourraient jouer un rôle dans la séparation de la 
GVHD et de l’effet de la greffe contre la tumeur. 
 
 
6.5. Perspectives. 
6.5.1 Treg et WASp 
Une étude plus détaillée de la fonction des Treg humains devrait être envisagée. 
On pourrait envisager d’étudier davantage de patients (y compris les patients avec 
mutation inverse), leur nombre de Treg et leur fonction in vitro en corrélation avec leur 
type de mutation WASp et leurs manifestations cliniques. De plus une étude récente de 
l’EBMT a démontré une recrudescence de manifestations auto-immunes après un 
traitement par allogreffe de moelle hématopoïétique (Ozsahin, et al 2008). Une analyse 
plus spécifique du chimérisme des lymphocytes T régulateurs dans ce contexte pourrait 
être utile. 
L’étude du rôle de la protéine WASp dans le lymphocyte T régulateur provient de 
l’observation initiale d’un avantage sélectif des Treg exprimant la protéine WASp en 
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comparaison aux Treg n’exprimant pas WASp. En utilisant le même modèle nous avions 
aussi démontrer un rôle pour la protéine WASp dans l’homéostasie des lymphocytes B. 
Cette observation nous a amené à étudier plus en détail le rôle de la protéine WASp dans 
le développement des lymphocytes B (ce travail a été principalement mené par le Dr 
Meyer-Bahlburg). Spécifiquement les cellules B provenant de la zone marginale dans la 
rate et les cellules péritonéales B1a étaient diminuées d’une manière considérable dans 
les souris déficientes en WASp. Un trouble de régulation des intégrines était 
partiellement responsable de cette situation plutôt qu’un trouble de développement du 
lymphocyte B (Meyer-Bahlburg, et al 2008). 
 
6.5.2 Treg et minigreffe. 
Nous avons récemment développé un modèle de GVHD xénogénique dans des souris 
NOD-SCID-Gammacnull/null. Brièvement, des PBMC humains sont injectés en i.p. à ces 
souris après TBI de 2.5 Gy. Les souris développent une GVHD létale 2 à 5 semaines 
après la xénogreffe, malgré la démonstration de l’expansion de Treg humains dans la 
moelle et la rate de ses souris. Nous proposons d’étudier la possibilité de favoriser les 
Treg et de prévenir la GVHD dans ce modèle par l’administration de rapamycine ou de 
cellules souches mésenchymateuses.  
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